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Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

@ Verfahren und Vorrichtung zur Lumineszenzspektroskopie und Materialmikrobearbeitung von f ixierten und 
bewegten Molekulen, Partikeln und Objekten 

® Die vorllegende Erfindung betrifft eln Verfahren und eine 
Vorrichtung zur Lumineszenzanalyse und Materialmikrobear- 
beitung von fixlerten und bewegten Molekulen, Partikeln und 
Objekten. Die Kombination von Uchtdruckkraften zur Fixie- 
rung oder Bewegung von Objekten und Fluoreszanzmikro- 
skopie sowle die Kombination mit Materialbearbeitung wird 
bisher mit mindestens zwei Lichtquellen ausgefuhrt, zum 
einen ein Laser, der die Krafte erzeugt, also als photonische 
Pinzette dlent, zum anderen eine weitere Uchtquelle, z. B. 
eine Halogenlampe, mit deren Hilfe die Fluoreszenz enge- 
regt wird bzw. eine Uchtquelle, z. B. ein gepulster Stickstoff- 
laser, der zur Materialbearbeitung dient 
Die Verwendung eines gepulsten Lasers, der zerstdrungsfrei 
m Objekte fixieren kann, als auch Mehrphotonenanregung von 
. Lumineszenz ermoglicht, und zur Materialmikrobearbeitung 
( gsnutzt werden kann, fflhrt zu einem einfachen Aufbau mit 
nur einer Uchtquelle und daruber hinaus zu hoher riumlicher 
Aufldsung in z-Richtung. 
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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren und 
eine Vorrichtung mit einem neuartigen Aufbau fiir die 
Fixierung oder Bewegung von Objekten und MolekOlen s 
und gleichzeitiger Anregung und Beobachtung von Lu- 
mineszenz. Dariiber hinaus ist die Mikrobearbeitung 
mdglich. Es handelt sich um eine photonische Pinzette, 
die ftlr Lumineszenzspektroskopie geeignet ist 

Der mechanische Druck von Photonen ist unter Ver- io 
wendung alltaglicher Lichtquellen wie Glflhlampen 
oder die Sonne nicht meBbar. Erst der Einsatz von La- 
sern ermdglicht den makroskopischen Nachweis von 
Kraften auf Oberflachen, die von Photonen herrflhren, 
da Laser Licht mit sehr hoher Photonendichte emittie- 15 
rea So wurden mit Argonionen-Lasern Atome be- 
schleunigt Partikel, deren Brechungsindex groBer ist, 
als der der Umgebung, erfahren in der Nahe des Laser- 
strahls eine Kraft aufgrund der gauBfdrmigen Intensi- 
tatsverteilung des Laserstrahls und werden deshalb in 20 
das Zentrum des Laserstrahls beschleunigt Diese Licht- 
druckgradienten lassen sich durch die Fokussierung des 
Laserstrahls nutzen, um Objekte in den Fokus zu be- 
schleunigen und dort zu fixierea da bier Lichtdruckkraf- 
te erzeugt werden, die aus alien Richtungen in die Nahe 25 
des Fokus gerichtet sind (Ashkin und Dzdedzic, Science 
235, 1517 (1987)). Wird Licht mit einer WeUenlange im 
nahen Infrarot verwendet (z. B. 1064 nm), kdnnen auch 
biologische Partikel mit dieser photonischen Pinzette 
manipuliert werden, ohne daB das biologische Material 30 
zerstort wird, da Licht dieser WeUenlange nur schwach 
absorbiert wird (in der Literatur wird die Technik auch 
optische Pinzette oder optische Falle genannt). 

So wurden Bakterien in einem Laserfokus fixiert, 
Strukturen in lebenden Zellen manipuliert und Zellen 35 
oder Chromosomen und Chromosomenfragmente be- 
wegt (z. B. Ashkin und Dziedzic, Proa Natl Acad Sci. 
USA 86, 7914 (1989)). Von Visscher et aL wurde eine 
Mehrstrahlpinzette beschrieben, die mit Spiegeln einen 
Laserstrahl mit hoher Frequenz auf mehrere Positionen 40 
aufteilt und somit Lichtdruckgradienten an mehreren 
Positionen lokalisiert (Visscher, Brakenhoff und Krol, 
Cytometry 14, 105- 1 14 (1993)). 

Seeger et aL beschrieben erstmals ein Experiment, 
indem die photonische Pinzette mit Lumineszenztech- 45 
nik kombiniert wurde. Hier wurden humane T-Helfer- 
zellen mit einem AntikSrper markiert, an den ein Lumi- 
neszenzfarbstoff angekoppelt war. Der AntikOrper er- 
kannte und koppelte an die CD4-Struktur auf der Ober- 
flache von T-Helfer-ZeUea Danach wurde die Lumines- 50 
zenz mit einer Quecksilberlampe angeregt, und so mar- 
kierte (T-Helfer-)zellen von nicht markierten Zellen un- 
terschiedea AnschlieOend konnten T-Helferzellen mit 
der photonischen Pinzette selektiert werden (Seeger, S. 
etaL Cytometry 12,497 — 504(1991). 55 

Ein Nachteil dieses Verfahrens ist, daB neben einer 
LichtqueUe fur die Erzeugung der Lichtdruckgradien- 
ten, also der photonischen Pinzette, eine zweite Licht- 
quelle zur Anregung der Lumineszenz benotigt wird 
Entsprechend ist auch eine erhShte Zahl optischer Bau- 60 
elemente, z. B. ein Umschaltspiegel oder halbdurchlassi- 
ger Spiegel erforderlich. Die Beleuchtung durch eine 
Lampe erlaubt keine raumliche Aufldsung in z-Richtung 
bei der Lumineszenzmikroskopie. 

Die LSsung besteht darin, sowohl fur die photonische 65 
Pinzette, also die Erzeugung der LichtdruckkrSfte, als 
auch fQr die Anregung der Lumineszenz die gleiche 
Lichtquelle zu verwendea Fur biologische Anwendun- 
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gen, daB heiBt die Manipulation von biologischen Ob- 
jekten, ist dabei eine WeUenlange im nahen infraroten 
Wellenlangenbereich zu wahlen, da hier der Absorp- 
tionskoeffizient klein genug ist, um bei entsprechend 
gewahlter Laserleistung keine Schadigung des biologi- 
schen Materials zu verursachea 

Durch die Fokussierung eines gepulsten Laserstrahls 
kdnnen sehr hohe Photonendichten im Fokus erreicht 
werden, so daB Mehrphotonenprozesse auftreten. Ent- 
sprechend ist es moglich, z. B. Zweiphotonenprozesse 
zur Anregung von fluoreszierenden Molekfllen, Parti- 
keln und Objekten zu nutzea Geeignete Luminophore, 
die z. B. als Markermolekule an Partikel und Makromo- 
lekule gekoppelt sind, konnen so durch die Strahlung 
zur Lumineszenz angeregt werden. So kann ein fokus- 
sierter, gepulster Laser zur Generierung von Licht- 
druckkraften, also als photonische Pinzette genutzt wer- 
den, und gleichzeitig zur Anregung von Lumineszenz. 

Wird ein Laser benutzt, der sowohl im kontinuierli- 
chen als auch im gepulsten Betrieb arbeitet, kann er im 
kontinuierlichen Betrieb als photonische Pinzette einge- 
setzt werdea Im gepulsten Betrieb kann der Laser als 
photonische Pinzette und gleichzeitig zur Anregung von 
Lumineszenz genutzt werdea SelbstverstSndlich kann 
der Laser auch im gepulsten Betrieb nur als photonische 
Pinzette eingesetzt werden oder nur zur Anregung von 
Lumineszenz. 

Weiterhin kann auch im gepulsten Betrieb Material 
bearbeitet oder abgetragen werdea So ist es z. B. mog- 
lich, gefullte Kugeln mit der photonischen Pinzette an 
einen bestimmten Ort zu transporueren, um dann mit 
dem gleichen Laser durch Umschalten des Lasers auf 
gepulsten Betrieb, die Kugel zu zerstSren und den Inhalt 
freizusetzea Die Kugel kann aber auch im gepulsten 
Betrieb transportiert werden und dann durch Erhohung 
der Pulsleistung zerstdrt werdea Es ist maglich, mit 
einem einzigen Laser alle Mdglichkeiten, wie photoni- 
sche Pinzette, Lumineszenzanregung, Materialmikrobe- 
arbeitung gleichzeitig oder nacheinander durch Varia- 
tion der Pulsenergie oder Umschalten des Laserbetriebs 
von kontinuierlichen oder gepulsten Betrieb zu nutzen, 
oder eine Auswahl daraus. 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren und eine Vor- 
richtung zur Lumineszenzanalyse und Bearbeitung von 
fixierten und bewegten Molekfllen, Partikeln und Ob- 
jekten, bestehend aus 

a) einer Lichtquelle und Optik zur Herstellung von 
Lichtdruckgradientenkraften, Anregung von lumi- 
neszierenden Molekfllen, Partikeln und Objekten 
und Mikrobearbeitung 

b) einer Abbildungsoptik 

c) einer Strahlpositionierungseinrichtung 

d) einem oder mehreren Spiegeln und/oder Filtern 

e) einem oder mehreren Lumineszenzfarbstoffen, 
die durch das Licht der Lichtquelle zur Emission 
von Lumineszenzlicht angeregt werden kSnnea 

Als Lichtquellen komraen alle Lichtquellen in Frage, 
die genflgend Leistung besitzen, genflgend hohe Photo- 
nendichten und Licht bei einer WeUenlange emittieren, 
die das Objekt nicht zerstorea Insbesondere sind ge- 
pulste Nd : Y AG-Laser und Diodenlaser geeignet So 
kdnnen z. B. Q-switch gepulste Nd : YAG-Laser einge- 
seut werden, die sich auch auf kontinuieriichen Betrieb 
umschalten lassea Im kontinuierlichen Betrieb kann der 
Laser als photonische Pinzette eingesetzt werdea Wird 
der Laser auf gepulsten Betrieb umgeschaltet, so ist 
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neben den Lichtdruckkraften, also dem Einsatz als pho- 
tonische Pinzette, gleichzeitig Mehrphotonenanregung 
von fluoreszierenden Molekfllen moglich. Selbstver- 
standlich konnen auch Laser, die mit anderen Techniken 
gepulst werden, eingesetzt werden. 5 

Fflr die Fluoreszenzanregung ist es voneilhaft, Mehr- 
photoneneffekte, insbesondere Zweiphotoneneffekte zu 
nutzen. Dies hat den Vorteil, dafl mit z. B. 1064 nm Anre- 
gungslicht lumineszierende Molekule, Partikel und Ob- 
jekte, deren Absorption um 532 nm liegt, angeregt wer- 10 
den konnen. Somit kann bei einer Emissionswellenlange 
im Bereich von einigen zehn Nanometern flber der ver- 
doppelten Anregungswelleniange (z. B. 570 nm) Streu- 
licht weitgehend diskriminiert werden, da die Photonen- 
dichte fur eine Zweiphotonenanregung nur in einem eng 15 
begrenzten Volumen des Laserfokus genugend groB ist 
Daruberhinaus liBt sich das Laserlicht aufgrund der 
sehr unterschiedlichea weiter im Roten liegenden Wel- 
lenlange sehr gut durch Filter diskriminieren. 

Die Nutzung der Mehrphotonenfluoreszenzanre- 20 
gung bietet zudem den Vorteil hdherer raumlicher Auf- 
I6sung in z-Richtung im Vergleich zu gewohnlicher An- 
regung der 1-Photonenfluoreszenz, da die Obergangs- 
wahrscheinlichkeit fur Zweiphotonenanregung sich mit 
dem Quadrat der Intensitat verandert So kann Fluores- 25 
zenz in einem kleinen Bereich des Laserfokus angeregt 
werden. 

Daruberhinaus ist diese Technik geeignet, Objekte 
abzurastern, indem der Laserstrahl mit Hilfe von Spie- 
geln lateral und das Objekt axial bewegt wird. So kann 30 
in drei Dimensionen konfokal gerastert und abgebildet 
werden. 

Der im Folgenden beschriebene Aufbau ermfiglicht 
die Erzeugung von bis zu 10 unabhSngigen Strahlen mit 
einem Laser durch repetitives schneUes Anfahren der 35 
gewahlten Positionea Die Positionen sind unabhangig 
definierbar durch die drei Raumkoordinaten, die Laser- 
leistung, die Auswahl kontinuierlicher Laserbetrieb 
oder gepulster Betrieb und im Fall von gepulstem Be- 
trieb zusatzlich durch die Repetitionsrate. 40 

Ausfilhrungsbeispiel 

Als Abbildungsoptik wird ein handelsflblicbes inver- 
ses Mikroskop verwendet, dafl filr Fluoreszenzmikro- 45 
skopie tauglich ist (Fig. 1). Ein diodengepumpter 
Nd : Y AG-Laser, der sowohl im kontinuierlichen als 
auch gepulsten Modus betrieben werden kann, wird 
durch den Fluoreszenzeingang flber steuerbare Spiegel 
und einen Umlenkspiegel im Mikroskop in das Mikro- so 
skopobjektiv gefuhrt Durch das Mikroskopobjektiv, 
durch das das Objekt auch abgebildet wird, wird der 
Laserstrahl fokussiert NatQrlich kann der Laser auch 
durch eine zweite fokussierende Optik eingekoppelt 
werden, die nicht zur Abbildung des Objekts dient Im 55 
kontinuierlichen Betrieb des Nd : YAG-Lasers kdnnen 
mikroskopische Partikel im Fokus fixiert werden. Durch 
Bewegen des Objekttisches bei fixiertem Laserstrahl 
oder Bewegen des Laserstrahls z. B. mit Hilfe der Spie- 
gel, kann das fixierte Objekt relativ zu seiner Umgebung 60 
bewegt werden und das Instrument kann als photoni- 
sche Mehrstrahlpinzette eingesetzt werden. Selbstver- 
standlich kann die Einkopplung des Lasers auch ohne 
steuerbare Spiegel durchgefuhrt werdea 

Wird der Laser im gepulsten Modus betriebea blei- 65 
ben die Lichtdruckkrafte bestehea die Photonendichte 
wird jedoch soweit erhSht, daB Mehrphotonenanregung 
von Fluoreszenz moglich ist So wurden z. B. fluores- 
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zenzmarkierte Zellen mit dieser Technik fixiert und 
identifiziert Daruberhinaus kflnnen bei genugend hoher 
Photonendichte z. B. im Fokus Fixierte Latexpartikel 
zerstort werdea 

Beschreibung zur Abb. 1 

1) axial computergesteuert verstellbarerObjekttisch 

2) Mikroskopobjektiv 

3) dichroitischer Spiegel 

4) Linse in der Epifluoreszenzeinrichtung des Mikro- 
skops 

5) Anpassungsoptik, die auch eine Rasterung des Ob- 
jekts erlaubt 

6) Rasterspiegel, die computergesteuert sind 

7) Optik zur Strahlanpassung 

8) Diodengepumpter Nd:YAG Laser, umschaltbar zwi- 
schen kontinuierlicher und gutegeschalteter (gepulster) 
Funktionsweise. 

Patentanspruche 

1. Verfahren und Vorrichtung zur Lumineszenz- 
analyse und Materialmikrobearbeitung von fixier- 
ten und bewegten Molekfllea Partikeln und Objek- 
ten bestehend aus 

a) einer Lichtquelle und Optik zur Herstellung 
von Lichtdruckgradientenkraften und Anre- 
gung von lumineszierenden Molekfllen 

b) einer Abbildungsoptik 

c) einer Strahlpositionierungseinrichtung 

d) einem oder mehreren Spiegeln und/oder 
Filtern 

e) einem oder mehreren Lumineszenzfarbstof- 
fea die durch das Licht der Lichtquelle zur 
Emission von Lumineszenzlicht angeregt wer- 
den kdnnen. 

2. Verfahren und Vorrichtung zur Lumineszenz- 
analyse und Materialmikrobearbeitung von fixier- 
ten und bewegten Molekfllea Partikeln und Objek- 
ten nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
die verwendete Lichtquelle ein Laser ist 

3. Verfahren und Vorrichtung zur Lumineszenz- 
analyse und Materialmikrobearbeitung von fixier- 
ten und bewegten Molekfllen, Partikeln und Objek- 
ten nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeich- 
net, daB der Laser gepulst ist oder zwischen gepuls- 
tem und kontinuierlichem Betrieb umschaltbar ist 

4. Verfahren und Vorrichtung zur Lumineszenz- 
analyse und Materialmikrobearbeitung von fixler- 
ten und bewegten Molekfllea Partikeln und Objek- 
ten nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet daB 
mehrere Strahlen eingesetzt werdea 

5. Verfahren und Vorrichtung zur Lumineszenz- 
analyse und Materialmikrobearbeitung von fixier- 
ten und bewegten Molekfllea Partikeln und Objek- 
ten nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Strahlen computergesteuert positioniert wer- 
dea 

6. Verfahren und Vorrichtung zur Lumineszenz- 
analyse und Materialmikrobearbeitung von fixier- 
ten und bewegten Molekfllea Partikeln und Objek- 
ten nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Strahlen unabhangig voneinander bezflglich der 
drei Raumkoordinatea der Laserleistung, der La- 
serbetriebsart (kontinuierlicher oder gepulster Be- 
trieb), im Fall von gepulstem Betrieb der Repeti- 
tionsrate, und unabhangig bezuglich der Laserlei- 
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stung erzeugt werden kdnnen. 

7. Verfahren und Vorrichtung zur Lumineszenz- 
analyse und Materialmikrobearbeitung von fixier- 
ten und bewegten Molekfllen, Partikeln und Objek- 
ten nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 5 
die Lumineszenzanregung durch Mehrphotonenef- 
fekte verursacht wird. 

8. Verfahren und Vorrichtung zur Lumineszenz- 
analyse und Materialmikrobearbeitung von fixier- 
ten und bewegten Molekfllen, Partikeln und Objek- 10 
ten nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
das Objekt und die Lumineszenz konfokal abgebil- 
det werden 

9. Verfahren und Vorrichtung zur Lumineszenz- 
analyse und Materialmikrobearbeitung von fixier- 15 
ten und bewegten Molekiilen, Partikeln und Objek- 
ten nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
Lumineszenzfarbstoffe eingesetzt werden, die 
durch Mehrphotoneneffekte angeregt werden kdn- 
nen. 20 

10. Verfahren und Vorrichtung zur Lumineszenz- 
analyse und Materialmikrobearbeitung von fbrier- 
ten und bewegten MoIekUlen, Partikeln und Objek- 
ten nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
als Abbildungsoptik ein Mikroskop eingesetzt wird. 25 

11. Verfahren und Vorrichtung zur Lumineszenz- 
analyse und Materialmikrobearbeitung von fixier- 
ten und bewegten Molekulen, Partikeln und Objek- 
ten nach Anspruch t. dadurch gekennzeichnet, daB 
die Materialmikrobearbeitung mit hoher Pulslei- 30 
stung durchgefuhrt wird 

12. Verfahren und Vorrichtung zur Lumineszenz- 
analyse und Materialmikrobearbeitung von fixier- 
ten und bewegten Molekiilen, Partikeln und Objek- 
ten nach Anspruch I, dadurch gekennzeichnet, daB 3s 
die Funktionen photonische Pinzette, Lumines- 
zenzanalyse und Mikromaterialbearbeitung gleich- 
zeitig oder nacheinander oder eine Auswahl daraus 
gleichzeiug oder nacheinander ausgefChrt werden 

13. Verfahren und Vorrichtung zur Lumineszenz- « 
analyse und Materialmikrobearbeitung von fixier- 
ten und bewegten Molekfllen, Partikeln und Objek- 
ten nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
weitere Lichtquellen, insbesondere Laser zur Mi- 
krobearbeitung, gleichzeitig durch die selben opti- 45 
schen Bauelemente fokussiert werden. 

14. Verfahren und Vorrichtung zur Lumineszenz- 
analyse und Materialmikrobearbeitung von fbrier- 
ten und bewegten MolekQlen, Partikeln und Objek- 
ten nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB jo 
der oder die Laser zur Manipulation, Lumineszenz- 
analyse und Mikrobearbeitung durch die fokussie- 
rende Optik eingekoppelt wird, die auch als Abbil- 
dungsoptik dient 

15. Verfahren und Vorrichtung zur Lumineszenz- 55 
analyse und Materialmikrobearbeitung von fixier- 
ten und bewegten MolekQlen, Partikeln und Objek- 
ten nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
der oder die Laser zur Manipulation, Lumineszenz- 
analyse und Mikrobearbeitung nicht durch die fo- 60 
kussierende Optik eingekoppelt wird, die auch als 
Abbildungsoptik dient, sondern durch eine zweite 
fokussierende Optik eingekoppelt wird. 

16. Verfahren und Vorrichtung zur Lumineszenz - 
analyse und Materialmikrobearbeitung von fixier- 65 
ten und bewegten MolekOlen, Partikeln und Objek- 
ten nach Anspruch 1, dadurch gekennz ichn t,daB 
mit einer oder mehreren Substanzen gefQllte trans- 



parente Kugeln transportiert, an einem definierten 
Ort zerstort und die Substanz freigesetzt wird. 
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ABSTRACT: 

The present invention relates to a method and a device for luminescence 
analysis and material microprocessing of fixed and moving molecules, particles 
and objects. The combination of light pressure forces for fixing or moving 
objects and fluorescence microscopy and the combination with material 
processing has to date been carried out with at least two light sources, on the 
one hand a laser which produces the forces, i.e. is used as a photonic forceps 
(tweezers), and on the other hand a further light source, for example a halogen 
lamp, with the aid of which the fluorescence is excited or a light source, for 
example a pulsed nitrogen laser, which is used for material processing. 

The use of a pulsed laser which can fix objects without interference and also 
allows multiphoton excitation of luminescence and can be used for material 
microprocessing, leads to a simple design with only one light source and, 
furthermore, leads to high spatial resolution in the z direction. 



